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Glosario de abreviaciones. 
 
AMPc Adenosina monofosfato cíclico 
AC9 Adenilato ciclasa isoforma 9 
CG Complejo de Golgi 
ERGIC Compartimiento intermedio entre el retículo y el complejo de Golgi 
CHX Ciclohexamida 
DAG Diacilglicerol 
PI4KIIα Fosfatidil inositol 4 kinasa - II - alfa 
PI4KIIIβ Fosfatidil inositol 4 kinasa - III - beta 
PI4K Fosfatidil inositol 4 kinasa  
PDE71A Fosfodiesterasa isoforma 7A1 
GDP Guanosina difosfato 
GTP Guanosina trifosfato 
IP3 Inositoltrifosfato 
MP Membrana plasmática 
PKA Proteína kinasa A 
PKD Proteína kinasa D 
GPCR Receptor acoplado a proteína G 
RKDEL Receptor de KDEL 
SNAREs Receptor de proteína de unión a proteína de fusión sensible a n-etilmalemida 
RE Retículo endoplásmico 
MPR Receptor manosa 6 fosfato 














El transporte intracelular involucra grandes flujos de membranas y proteínas entre 
el retículo endoplasmico (RE), el Complejo de Golgi (CG) y el sistema endo-
lisosomal. En particular, el CG tiene una función central por su rol en glicosilación, 
destinación y transporte de proteínas. Recientemente, se ha revelado una nueva 
faceta del CG: su habilidad de generar señalización. Se ha establecido la 
existencia de un sistema de control centrado en el receptor de KDEL (R-KDEL), 
que funciona como un sensor de transporte. Este sistema de control modula la 
maquinaria de transporte, por medio de la activación de al menos dos vías de 
señalización principales, que controlan el transporte anterógrado (del CG hacia la 
membrana plasmática) y el transporte retrogrado desde el CG al RE. La 
señalización dependiente del R-KDEL activa además una modulación 
transcripcional de la maquinaria de transporte intracelular, y particularmente de un 
número importante de genes involucrados en biogénesis y función lisosomal. 
Además, estimulaciones breves del R-KDEL indican que el efecto sobre los 
lisosomas no se encuentra limitado a una respuesta génica.  
En esta tesis encontramos que la modulación del R-KDEL y las vías de 
señalización río abajo, Gs y Gq, afectan el transporte de proteínas lisosomales en 
la ruta biosintética desde el CG. Además, que el transporte de proteínas en la ruta 
secretoria, en particular durante su paso por el CG genera un reposicionamiento 
de lisosomas. Estos se relocalizan a la región perinuclear cercana al CG, pudiendo 





The intracellular transport involves huge fluxes of membranes and proteins 
between the Endoplasmic Reticulum (ER), the Golgi Complex (GC) and the endo-
lysosomal system. The GC plays a central role in glycosylation, sorting and 
transport of proteins. Recently, it has been revealed a new function for the GC: it´s 
ability to generate a signaling cascade. It has been stablish the existence of a 
control system centered on the KDEL receptor (R-KDEL) that functions as a 
transport sensor. This control system modulates the transport machine by the 
activation of at least two main signaling pathways that control the anterograde and 
the retrograde transport from the GC. The R-KDEL-dependent signaling also 
activates a transcripcional modulation of the transport machinery, and an important 
number of genes involved in the biogenesis and lysosomal function. Moreover, 
short stimulations of the R-KDEL indicate that the effect on the lysosomes is not 
limited to a genetic response.  
In this thesis we found that the modulation of the R-KDEL and the downstream 
signaling pathways, Gs and Gq, affect the transport of lysosomal proteins at the 
CG level. In addition, the transport of proteins in the secretory pathway, in 
particular during its passage through the CG generates a movement of lysosomes. 
These are relocated to the perinuclear region near the CG, this might be an 







Señalización en el CG: rol de la señalización del R-KDEL en el transporte 
de membrana y en homeostasis celular. 
 
El transporte de membrana es una función celular importante, responsable de 
controlar la composición bioquímica de la mayoría de los organelos celulares (De 
Matteis and Luini, 2011). Los grandes flujos de proteínas y membranas que 
atraviesan los organelos encargados del transporte pueden sufrir tanto 
perturbaciones fisiológicas como patológicas (Hirschberg et al., 1998; Mironov et 
al., 2001; Pulvirenti et al., 2008; Trucco et al., 2004). Estas perturbaciones pueden 
resultar en una amenaza seria para la homeostasis de los compartimientos de 
transporte. Por lo tanto, la extensión y composición de los flujos de membrana 
deben ser controlados finamente y balanceados para mantener la homeostasis 
del sistema endomembranoso y finalmente de la célula completa (Cancino et al., 
2013b; Sallese et al., 2006) (Figura 1A). Esta regulación  propone que podría 
depender de la propiedad de auto ensamblaje de componentes relevantes 
(Heinrich and Rapoport, 2005), circuitos de señalización dedicados (Capitani and 
Sallese, 2009; Sallese et al., 2006) o, más probable, en la integración de ambos 
(Cancino and Luini, 2013). Muchas moléculas de señalización tales como 
quinasas, fosfatasas y GTPasas que participan en la transducción de señales que 
residen en el sistema de endomembranas, en particular en el CG tienen efectos 
potentes en diferentes pasos del sistema de tráfico (Cancino and Luini, 2013; 
Farhan and Rabouille, 2011). Sin embargo, a pesar de su importancia fisiológica, 
los principios organizacionales del transporte, y como el flujo de información entre 
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endomembranas es regulado por vías de señalización es poco entendido 
(Cancino and Luini, 2013). Recientemente, se ha  observado un aspecto novedoso 
del CG, la habilidad de generar una señalización autónoma (Giannotta et al., 2012; 
Pulvirenti et al., 2008) en respuesta a la llegada de material desde el RE (Cancino 
and Luini, 2013). Aquí, el tráfico proveniente del RE, es detectado por el R-KDEL 
(Pulvirenti et al., 2008), un receptor de carga que cicla entre la cara cis del CG, 
compartimento intermedio y el RE. El R-KDEL presenta 3 isoformas (R-KDEL-1, 
2 y 3), Presenta una topología con 7 dominios de transmembrana (Townsley et 
al., 1993), y es conocido por su rol crucial en el plegamiento de proteínas, 
participando en la recuperación de chaperonas desde el CG al RE (Lewis and 
Pelham, 1990, 1992; Lewis et al., 1990; Pelham, 1988). Ensayos recientes de 
modelación in silico y experimentos funcionales han llevado a la propuesta de que 
el R-KDEL pertenece a la familia de receptores, acoplados a proteína G (GPCRs) 
(Giannotta et al., 2012). 
Los GPCRs, son el grupo más amplio de receptores de membrana en 
eucariontes, que actúan como un centro de transducción de señales. Los GPCRs 
tienen un rol en una gran cantidad de funciones, por lo mismo se estima que entre 
un tercio y la mitad de todas las drogas comercializadas, actúan sobre algún tipo 
de GPCR. Los GPCRs comparten una topología particular; un polipéptido que se 
encuentra plegado en forma globular anclado a una membrana con 7 dominios de 
transmembrana. Estos interactúan con proteínas G heterotriméricas, al momento 
de recibir una señal externa, lo que produce un cambio conformacional, que 
desencadena la interacción entre el GPCR y una proteína G. Las proteínas G son 
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moléculas especializadas con la habilidad de unir nucleótidos de 
guanosinatrifosfato (GTP) y guanosinadifosfato (GDP). Las proteínas G que se 
asocian a los GPCRs son heterotriméricas, lo que significa que poseen tres 
subunidades distintas: una subunidad , una  y una . Dos de estas subunidades 
( y ) se encuentran ancladas a la membrana plasmática mediante anclas 
lipídicas, la subunidad une GTP o GDP dependiendo si la proteína se encuentra 
en un estado activo (GTP) o inactivo (GDP). Cuando no se encuentra una señal 
externa, GDP se une a la subunidad , y todo el complejo de proteína G y GDP 
se unen a un GPCR cercano, hasta que una señal externa genera el cambio 
conformacional lo que produce que GTP reemplace físicamente al GDP unido, 
esto a su vez genera que la proteína G se disocie quedando la subunidad  con 
el GTP unido y separada del dímero así ambas partes pueden interactuar 
mientras el GTP se encuentre unido a la subunidad . Cuando este es hidrolizado, 
el heterotrímero se forma nuevamente y la proteína G regresa a su estado 
inactivo. Así las proteínas G pueden afectar la producción de una serie de 
segundos mensajeros como: inositoltrifosfato (IP3), Ca++, diacilglicerol (DAG) y 
adenosina monofosfato cíclico (AMPc). Un blanco común de las proteínas G 
activadas es la adenilato ciclasa, una enzima asociada a membrana que cataliza 
la síntesis de AMPc (Lefkowitz, 2000). 
Funcionalmente, el R-KDEL actúa como un GPCR, debido a que activa e 
interactúa aparentemente de forma directa (Giannotta et al., 2012) con dos 
proteínas G heterotriméricas, Gq y Gs en el CG (Cancino et al 2014) (Figura 1B). 
La estimulación del R-KDEL inicia una activación de la tirosina kinasa (Tyr-kinasa) 
11 
 
Src (Pulvirenti et al., 2008) dependiente de Gq (Giannotta et al., 2012), y una 
activación de la serina/treonina kinasa (Ser/Thr kinasa) PKA dependiente de Gs 
(Cancino et al., 2014) para promover el tráfico anterogrado y retrogrado desde CG 
respectivamente. La manipulación del transporte retrogrado por medio de la 
activación/inhibición de la vía de Gs/PKA tiene un efecto fuerte sobre la 
morfología, tamaño y función del CG, así como sobre la vía Gq/Src (Cancino et 
al., 2014). Esta vía incluye la función de una adenilato ciclasa isoforma 9 (AC9) y 
una fosfodiesterasa isoforma 7A1 (PDE7A1), dos enzimas localizadas en el CG 
(Cancino et al., 2014). AC9 es una proteína unida a membrana, que cataliza la 
formación de AMPc a partir de ATP y es controlada por una serie de receptores 
acoplados a proteína G. El silenciamiento de la AC9 bloquea los efectos de 
activación de PKA en el CG (Cancino et al., 2014). Consistente con el hecho de 
que las fosfodiesterasas, poseen la capacidad de hidrolizar moléculas de AMPc, 
la sobreexpresión de la PDE7A1 en el CG produce el mismo efecto de 
silenciamiento de la AC9 (Cancino et al 2014). De esta manera, el metabolismo 
del AMPc en el CG es regulado por el R-KDEL, mediante un mecanismo similar 
al utilizado por otros GPCR acoplados a Gs. Recientemente, se ha encontrado 
que también la señalización de G es regulada por el R-KDEL y lleva a la 
activación de proteína kinasa D (PKD) (datos no publicados laboratorio Alberto 
Luini), responsable de controlar el tráfico desde el CG hacia la membrana 




En los últimos años, el CG se ha vuelto más complejo de lo que 
anteriormente se pensaba, con el descubrimiento de que se encuentra involucrado 
en otros procesos celulares, aparte de ser importante componente del transporte 
y destinación de proteínas en la vía biosintética (Wilson et al., 2010). Funciones 
como la homeostasis lipídica, la respuesta a proteínas mal plegadas, estrés 
oxidativo, nucleación de microtúbulos y el ensamblaje de cromatina, han mostrado 
ser dependientes del CG hasta cierto punto (Cancino and Luini, 2013; Wilson et 
al., 2010). Por eso, es poco probable que los roles de la señalización gatillada por 
el R-KDEL, estén restringidas a la regulación del tráfico en el CG y probablemente 
controlen una cantidad similar de funciones, como las presentes en los GPCRs 
que operan en la membrana plasmática (MP) (Cancino and Luini, 2013). De 
hecho, usando análisis de fosfoproteómica y microarreglos de genes, se encontró 
que la señalización mediada por el R-KDEL controla el transporte intracelular, 
junto con la modulación de las vías de señalización de fosfoinositoles y el 
metabolismo energético y lipídico (Cancino et al., 2014). La activación prolongada 
del R-KDEL induce la regulación de más de 1300 genes. La mayor regulación, 
ocurre sobre genes encargados de la organización y biosíntesis de organelos, 
plegamiento de proteínas y metabolismo energético y lipídico. Esta regulación 
transcripciónal es mediada, en parte, por el factor transcripciónal dependiente de 
AMPc/PKA llamado CREB1, y probablemente por otros factores de transcripción, 
dependientes de AMPc/PKA (Cancino et al., 2014). Un gran número de genes, 
regulados pertenecen a organelos relacionados con el transporte, como el RE 
(143 de 267 genes), CG (118 de 208 genes), ERGIC (23 de 23 genes), y que 
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codifican SNAREs, complejos adaptadores, GTPasas, chaperonas, enzimas de 
CG, kinasas y otras moléculas con roles claves en secreción (Cancino et al., 
2014). Por lo que, la significancia funcional del mecanismo dependiente del R-
KDEL, parece ser la de mantener la homeostasis del CG, por la activación de 
tráfico intra-y-post-CG, por ejemplo cuando una carga de tráfico alcanza el CG 
(Cancino et al., 2014; Giannotta et al., 2012; Pulvirenti et al., 2008). Con un tráfico 
sostenido, el sistema es capaz de reaccionar, ajustando el componente necesario 
para el transporte así como la regulación de otras funciones celulares, importantes 






Figura 1. Vías de señalización rio abajo del receptor de KDEL. 
Balance entre las vías anterograda y retrograda, rol de Gs y Gq, (Cancino et al., 2013b), A: los distintos 
compartimientos, se muestran como módulos individuales, en un diagrama de flujo para mostrar su relación 
en el transporte. B: R-KDEL tiene una estructura tridimensional, que es similar a los GPCRs. Al unirse a las 
chaperonas, es activado e inicia una vía de señalización que involucra a las proteínas G. Se ha mostrado que 
R-KDEL, interacciona funcionalmente con 2 proteínas G: Gαq y Gαs. gatillando una cadena de señalización, 
que termina con el control del transporte anterogrado y retrogrado respectivamente. Adaptado de Cancino 
and Luini, 2013. 
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Particularmente importante, es el hecho de que cerca del 90% de los genes 
lisosomales (58 de 66) fueron regulados positivamente, siendo autofagia una de 
las funciones mayormente sobre-reguladas (Cancino et al., 2014). Por otra parte, 
estimulaciones cortas del R-KDEL, incrementaban el número de organelos 
relacionados con lisosomas, indicando que el efecto sobre los lisosomas no se 
encuentra limitado a una respuesta génica. Además, estas evidencias 
involucrarían una repuesta rápida originada y modulada desde el CG. 
Un transporte incrementado desde el RE al CG activa el R-KDEL, y este 
regula el transporte fuera del CG (Cancino et al., 2014; Giannotta et al., 2012; 
Pulvirenti et al., 2008). Al mismo tiempo las evidencias (respuesta génica y 
fosfoproteómica) revelan que el transporte es coordinado junto con el metabolismo 
energético y lipídico, dos funciones celulares importantes que se piensa se 
encuentran co-moduladas, ya que aumenta tanto la demanda de lípidos de 
membrana, como la energía para el transporte en la ruta de la biosíntesis. Algo 
similar, podría ocurrir con el mecanismo sensor de nutrientes, presente en los 
lisosomas. Muchos compartimientos intracelulares, como la mitocondria, 
lisosomas y autofagosomas, están especializados en la destinación, liberación y 
procesamiento de metabolitos, que varían de aminoácidos azúcares, lípidos y 
nucleótidos. Pero ¿cómo la información de nutrientes y energía para cada uno de 
estos organelos es comunicada a otros compartimientos en la célula?, es una 
pregunta aún sin respuesta. El mecanismo de detección de transporte del R-KDEL 
puede ser usado como una vía para estimar o medir la demanda de metabolitos, 
aumentando el número de lisosomas, su función o ambos.  
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Biogénesis Lisosomal, rol del Complejo de Golgi y la maquinaria de 
transporte de membrana.  
 
La función de los lisosomas es críticamente dependiente de las hidrolasas 
lisosomales solubles, así como de proteínas de membrana lisosomales (Luzio et 
al., 2007). El direccionamiento de proteínas de transmembrana (TM) lisosomales, 
desde el CG a los lisosomas, es un proceso complejo que está recientemente 
siendo entendido (Marks et al., 2012). Bajo condiciones fisiológicas, la biogénesis 
lisosomal involucra tanto vías biosintética, como endocíticas (Saftig and 
Klumperman, 2009). En células animales, proteínas lisosomales recientemente 
sintetizadas, son dirigidas de manera directa e indirecta a los endosomas desde 
la red trans Golgi (TGN) (Luzio et al., 2007). Primero, hidrolasas ácidas soluble 
son dirigidas a los lisosomas, después de ser marcadas con manosa 6 fosfato en 
la cara cis del CG y subsecuentemente son unidas al receptor de manosa 6 fosfato 
(MPR) (Ghosh et al., 2003), en la TGN (Mullins and Bonifacino, 2001). Es aquí 
donde el complejo proteico heterotetramérico 1 (AP1) y las proteínas adaptadoras 
monoméricas, que unen a los factores de ribosilación ADP (GGAs) localizadas en 
el CG, adaptadores de clatrina, son requeridos para el tráfico de MPR desde el 
TGN hacia los endosomas (Bonifacino, 2004; Doray et al., 2002). Las hidrolasas 
unidas a MPR, una vez entregadas a los endosomas (Bright et al., 2005), se 
disocian de los receptores como consecuencia del pH acido del lumen; esto 
permite a los receptores ser reciclados, regresándolos a la TGN y las hidrolasas 
continúan hacia los lisosomas (Seaman, 2004). Segundo, el tráfico de las 
proteínas del TM desde el TGN, es llevado a cabo por medio de una ruta indirecta 
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por la MP o una ruta directa intracelular. Ambos mecanismos no involucran la MPR 
(Mullins and Bonifacino, 2001). La ruta directa, la ruta más estudiada, es la que 
requiere el adaptador heterotetramérico AP3 (Ihrke et al., 2004; Peden et al., 
2004), aunque esto puede también funcionar en la ruta indirecta, porque su mayor 
sitio de acción es el endosoma tubular. La función de AP3 puede involucrar la 
interacción con la biogénesis del complejo-1 de organelos relacionados a los 
lisosomas (BLOC1) (Di Pietro et al., 2006; Salazar et al., 2006). Finalmente, todas 
las proteínas recientemente sintetizadas, ya sea realizando el tráfico por la vía 
directa o indirecta a los endosomas, usan una vía de tráfico en común desde los 
endosomas a los lisosomas (Luzio et al., 2007). La proteína kinasa D (PKD) juega 
un rol en la entrega de algunas proteínas lisosomales transmembranales 
residentes (mucolipina -1) desde el CG (Marks et al., 2012). PI4KIIIβ y PI4KIIα son 
reguladores importantes de del transporte de LIM-2 y β-glucocerebrosidasa, hacia 
el lisosoma (Jovic et al., 2012). Análisis fosfoproteómicos han mostrado que PKD 
y PI4KIIIβ son fosforilados y activados por la activación del R-KDEL (Cancino et 
al., 2014) indicando que la señalización del R-KDEL como un posible modulador 









Función lisosomal y su rol en la homeostasis celular. 
 
Los lisosomas son organelos intracelulares ubicuos con un interior ácido (Saftig 
and Klumperman, 2009). Ellos degradan y reciclan macromoléculas, entregadas 
por medio de la endocitosis, fagocitosis y autofagia (Luzio et al., 2007). Por un 
largo tiempo, los lisosomas fueron considerados simplemente como 
“incineradores” celulares, involucrados en la degradación y reciclaje de desechos 
celulares (Settembre et al., 2013). En contraste con esta visión simplificada, 
actualmente los lisosomas son reconocidos como organelos complejos, 
involucrados en muchos procesos celulares y son vistos, como reguladores 
cruciales de la homeostasis celular (Appelqvist et al., 2013). Están involucrados 
en procesos fundamentales como la secreción, señalización y metabolismo 
energético (Appelqvist et al., 2013; Settembre et al., 2013). Los lisosomas se 
fusionan con la MP (exocitosis lisosomal) en respuesta a un incremento en la 
concentración de Ca2+ citosólico (McNeil and Kirchhausen, 2005). Este proceso 
se ha visto que se potencia en presencia de AMPc (Rodriguez et al., 1999). El rol 
esencial de los lisosomas en vías autofágicas (Mizushima et al., 2010; Settembre 
et al., 2011; Shen and Mizushima, 2014) pone a estos organelos en el centro de 
varios procesos celulares, con grandes implicaciones en el mantenimiento de la 
salud, como por ejemplo: desordenes en la capacidad de almacenamiento 
lisosomal (Ballabio, 2009; Ballabio and Gieselmann, 2009), desordenes 
neurodegenerativos (Nixon, 2013), cáncer (White, 2012; Yang et al., 2011) y 
enfermedades cardiovasculares (Appelqvist et al., 2013; Efeyan et al., 2012). 
Cabe mencionar, que la sobreexpresión de R-KDEL, participa en la eliminación 
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de proteínas relacionadas con enfermedades neurodegenerativas como Cu2+-
Zn2+-Superoxidodismutasa 1 (SOD1, Esclerosis Lateral Amiotrofica), α-sinucleina 
(Parkinson) y Huntingtina (Huntington), se presume que su participación afecta la 
función lisosomal, por medio de la modulación de la autofagia (Wang et al., 2011). 
Rol del posicionamiento de los lisosomas en autofagia. 
Los lisosomas son organelos dinámicos y su localización dentro de la célula 
depende de su función (Perera, Zoncu., 2016). Uno de los efectores más 
conocidos del posicionamiento lisosomal es el pH intracelular, donde la 
acidificación redistribuye los lisosomas desde su ubicación predominantemente 
perinuclear hacia la periferia de la célula. Sin embargo, las funciones fisiológicas 
de estos cambios en el posicionamiento lisosomal rara vez se han abordado en el 
pasado. Adicionalmente, se ha reportado que además del pH intracelular, los 
lisosomas también responden a nutrientes como aminoácidos y factores de 
crecimiento, lo que promueve el movimiento de estos hacia la membrana 
plasmática (Perera, Zoncu., 2016).   
Autofagia es un proceso catabólico autodegradativo, en el que el material 
celular es envuelto por un autofagosoma (Ravikumar et al., 2010). Los 
autofagosomas están formados por estructuras de doble membrana, las cuales 
consumen porciones de citoplasma y estas son enviadas a los lisosomas, donde 
sus contenidos son degradados (Ravikumar et al., 2010). La biogénesis de 
autofagosomas puede involucrar distintas fuentes, como por ejemplo la 
mitocondria (Hailey et al., 2010; Hamasaki et al., 2013), CG (Ohashi and Munro, 
2010; Roy et al., 2012), RE (Axe et al., 2008; Graef et al., 2013) y más reciente el 
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ERGIC (Ge et al., 2013; Ge and Schekman, 2014; He et al., 2014); sin embargo, 
los mecanismos que controlan el crecimiento y tamaño final del autofagosoma no 
están claros (Kim et al., 2012).  
Durante la etapa de carencia de nutrientes, el número de lisosomas 
disminuye. Después, tanto el número como el tamaño de los lisosomas, se 
recuperan en la forma de protolisosomas (Yu et al., 2010). Estos protolisosomas, 
contienen LAMP1 (un marcador lisosomal) y no poseen la hidrolasa lisosomal, 
estos pasan por un proceso de maduración (Chen and Yu, 2013; Yu et al., 2010). 
Todo el mecanismo es controlado al parecer por mTOR y vATPasa (Sancak et al., 
2010; Zoncu et al., 2011), y por el reclutamiento de clatrina dependiente de 
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato a los lisosomas (Rong et al., 2012). Una función vital 
de la autofagia, es remover organelos dañados, incluidos los lisosomas dañados, 
un mecanismo denominado lisofagia, que requiere la ubiquitinación y el 
reclutamiento de p62 a la membrana del lisosoma dañado (Hung et al., 2013; 
Maejima et al., 2013). La formación de lisosomas anormales (y también organelos 
relacionados), han sido asociado a eventos que ocurren a nivel de CG (Bultema 
and Di Pietro, 2013; Dell'Angelica, 2009; Roy et al., 2012). La vATPasa y los 
adaptadores AP (AP1 y AP4) están entre los genes con una expresión aumentada 
y encuentran moduladas por la señalización del R-KDEL. Adicionalmente, se ha 
encontrado a PKCβ1, interactuando con la señalización de PKA por medio de una 
proteína de anclaje A-kinasa (AKAP) en CG, como fue mencionado anteriormente 
la vía de la señalización de PKA es modulada por la señalización del R-KDEL. 
Todos estos efectos, fueron encontrados en células que no presentan una 
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carencia de nutrientes, por lo que se puede hipotetizar la existencia de un 
mecanismo molecular, que coordina ambos organelos (CG y lisosomas), usando 
al menos parte de los moduladores involucrados en células, con carencia de 
nutrientes. El R-KDEL puede ser visto como un sensor de los estados internos o 
la actividad celular (Cancino et al., 2014), coordinando las vías de biosíntesis, con 
el sensor de nutrientes y el metabolismo lipídico y energético por medio de la 
señalización intracelular y la regulación genética. El hecho de que este 
mecanismo molecular se localiza en el CG, refleja la importancia de este en la 
regulación de la maquinaria secretora y por lo tanto en la homeostasis celular. 
Dada la importancia de la función del CG y los lisosomas en la homeostasis 
celular, se planea determinar el mecanismo molecular involucrado en la 
señalización del CG y su relación con la función lisosomal, estableciendo su rol 
en la destinación de proteínas lisosomales. Consecuentemente, la señalización 
por el R-KDEL puede ser considerada como un sistema de regulación de la 
homeostasis celular, por medio del control de la biogénesis de organelos 
lisosomales y/o su función. Por lo que la relación entre tráfico de membrana y la 
función lisosomal posee un rol importante en la homeostasis celular por medio de 
la interconexión de la maquinaria de detección y control de la secreción y la 









La habilidad del sistema secretor de regular la composición química de la mayoría 
de los organelos, lo hace un gran regulador de la homeostasis celular. La 
señalización mediada por el R-KDEL, tiene un rol esencial en la homeostasis del 
CG por medio de un circuito regulador autónomo, que censa el flujo del transporte 
en la interface entre el RE y el CG (Cancino et al., 2014; Pulvirenti et al., 2008). A 
parte de la regulación del transporte, la señalización por el R-KDEL, regularía 
otras funciones celulares importantes por ejemplo: la biogénesis lisosomal y la 
autofagia (Cancino et al., 2014). Estos hallazgos apuntan a una coordinación entre 
el transporte de membrana y el sistema sensor de nutrientes, para mantener una 
homeostasis celular. 
 
Por lo tanto, la hipótesis de esta tesis es: 
 
“La señalización mediada por el R-KDEL controla la selección y destinación 









El objetivo general de esta tesis es: 
Caracterizar la relación funcional entre la señalización mediada por el R-
KDEL y el tráfico y posicionamineto lisosomal. 
Los objetivos específicos de este proyecto son: 
1. Determinar el rol del R-KDEL y la vía de señalización río abajo de Gs 
y Gq en el transporte de proteínas lisosomales hacia el lisosoma. 














Para llevar a cabo los experimentos propuestos emplearemos metodologías antes 
utilizadas y validadas (Cancino et al., 2013a; Giannotta et al., 2012; Pulvirenti et 
al., 2008). Estas metodologías incluyen: microinyección (Cancino et al., 2007; 
Donoso et al., 2009; Toro et al., 2009) y análisis cuantitativo de fluorescencia 
(Cancino et al., 2007; Donoso et al., 2009; Soza et al., 2004). 
Purificación de plásmidos. 
La purificación de plásmidos se llevó a cabo utilizando el Qiagen plasmid 
midi/maxi kit y los protocolos contenidos en este kit. El protocolo utilizado se 
describe a continuación. 
En primer lugar se tomó una colonia bacteriana (Escherichia coli DH5α) 
transformada con el plásmido (el plásmido contiene la proteína marcada con un 
fluoroforo y una resistencia para su selección), es puesta en 5 ml de medio LB con 
la selección apropiada y se cultiva por 8 h a 37°C con agitación vigorosa (300 
rpm), del cultivo inicial se tomó 1 ml y se lleva a un volumen de 500 ml de medio 
LB, con la selección apropiada para incubación a 37°C por 16h. Pasado el tiempo 
de incubación, se recolectaron las bacterias centrifugando a 6000 g por 15min a 
4°C posteriormente se resuspendió el pellet bacteriano en 10ml de buffer P1 (50 
mM TrisCl pH 8; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNasa A), se agregaron 10 ml de buffer 
P2 (200 mM NaOH, 1% SDS (w/v))y se mezcló por medio de inversión 4 a 5 veces 
para despues incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. Después se 
agregaron 10 ml de buffer P3 previamente enfriado a 4°C (3.0 M acetato de 
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potasio pH5.0), se mezcló inmediatamente por inversión 4 a 6 veces para incubar 
en hielo por 20 min. Se centrifugó a 20000 g por 30 minutos a 4°C, rápidamente 
se removió el sobrenadante que contiene el ADN, se centrifugó una segunda vez, 
a 20000 g por 15 minutos a 4°C y rápidamente se removió el sobrenadante que 
contenía el ADN. Se equilibró la columna (Qiagen-tip 500) agregando 10 ml de 
buffer QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol (v/v); 0.15% 
Triton X-100 (v/v)) y se dejó que este pasara por la columna para luego agregar 
el sobrenadante obtenido anteriormente y dejar que pase por la columna una vez 
más. Se lavo la columna 2 veces con 30 ml de buffer QC (1 M NaCl; 50mM MOPS, 
pH 7.0; 15% isopropanol), se eluyó el ADN con 15 ml de buffer QF (1.25 M NaCl; 
50 mM Tris-Cl, pH 8.5; 15% isopropanol (v/v)) y luego se precipitó el ADN 
agregando 10.5 ml de isopropanol a temperatura ambiente al ADN eluido, se 
mezcló y centrifugó inmediatamente a 15000 g por 30 min a 4°C para 
posteriormente decantar con cuidado el sobrenadante. Se lavo el ADN con 5 ml 
de etanol 70% y se centrifugó a 15000 g por 10 min, con cuidado para decantar el 
sobrenadante sin perturbar el pellet. Finalmente se secó el pellet por 5 a 10 min y 
se re-disolvió el ADN en 500 µl de buffer TE pH 8 (10 mM Tris-Cl, pH 8; 1 mM 







 Microinyección intranuclear de ADN  
Para la microinyección, se prepararon soluciones de ADN obtenidos por 
extracción y llevados a una concentración de 300 ng, diluyendo un volumen del 
stock en buffer HK (20 mM HEPES pH 7.4, 150mM acetato de potasio), el cultivo 
debía estar en una confluencia de 70% a 80%, se procedió a microinyectar cada 
célula y siempre intentando inyectar la región del núcleo, para obtener una mayor 
expresión, después de la microinyección, el cultivo fue puesto en incubación por 
1 a 2 horas, en ciertas oportunidades usamos un método en el cual se dejaba en 
incubación por 12 o 48 h para lograr una mayor expresión. 
Ensayo de tráfico. 
A las células se les reemplazó el medio de cultivo, con uno conteniendo HEPES 
en reemplazo de bicarbonato, para que las células puedan estar fuera de la 
incubadora por un periodo de tiempo más prolongado. Las células fueron puestas 
en un baño termoregulado, a 20°C por 2 h, al cumplirse 1 h y 30 min de este 
período, CHX 100 μg/ml, un inhibidor de la síntesis proteica fue agregado a la 
placa, para acumular la carga proteica en la TGN. El transporte fue restablecido 
dejando las células en incubación a 37°C y fueron observadas en el microscopio, 
para documentar el comportamiento del tráfico de las distintas proteínas, por un 
período de hasta 2 h.   
Se establecieron los cambios tanto en la cantidad como en la cinética del 
transporte de proteínas lisosomales, utilizando un microscopio invertido DMIL 
(Leica) equipado con una cámara monocromática de alta resolución, para la 
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adquisición de imágenes seriadas, 3 veces por experimento, se tomaron 
imágenes y la medición del tráfico se realizó contabilizando un gran número de 
células de las que se encontraban en el campo de análisis, al ser por 
microinyección, la cantidad de células transfectadas varió cada vez, por lo que se 
intentó contabilizar la mayor cantidad posible, cortando el número de células en 
100, no por una intención arbitraria, más dado que muy pocas veces se podía 
encontrar más de 100, por lo que se prefirió normalizar el ensayo alcanzando ese 
número, el valor real de células analizadas para medir los cambios del tráfico van 
desde las 80 hasta 100 células.  
Transfección. 
 
Método del Fosfato de Calcio: 
Al comienzo del día, se cambió el medio por medio fresco, para estimular la 
proliferación, incrementando el número de células en mitosis y en la tarde de ese 
día, las células pueden ser transfectadas. Para cada transfección, se agregó 0.5ml 
de 1X HBS en un tubo estéril, además se agregó el ADN correspondiente a cada 
tubo (30µg aproximadamente), después de agregar el ADN se mezclarón los 
contenidos del tubo. Se agregó 30µl de CaCl2 2.5M a cada tubo (el tubo se mezcló 
inmediatamente), posteriormente se incubó a temperatura ambiente por 20 
minutos, después se agregó la mezcla al cultivo en forma de gotas y se mezcló 
meciendo la placa y se puso el cultivo en incubación. Al día siguiente, se cambió 




Utilizando Transit Lt1:  
En un tubo estéril se agregó 50 µl de medio sin suero, se agregó 0.5 µl de ADN (1 
µg/µl) y se mezcló por pipeteo suavemente. Se agregó 1.5 µl de TransiT-LT1 a 
temperatura ambiente sin tocar los bordes del tubo, se mezcló por pipeteo 
suavemente, una vez hecho esto, se incubó a temperatura ambiente por 15-30 
min, después se agregó la mezcla al cultivo por goteo cubriendo toda el área de 




































Figura 2: Protocolo de sincronización de tráfico y toma de imágenes. 
Cultivos de células HeLa incubadas a 37°C, son resuspendidas por medio de tripsina para luego tomar una 
alícuota de ese medio y traspasar parte de las células (lo suficiente para que su confluencia permita una 
buena transfección y a la vez que esta no sea muy alta para evitar la inhibición de la proliferación) a una 
placa especial con una superficie de vidrio en el centro, que permite su visualización en el microscopio. Una 
vez que las células se adhieren a las placas, se procede a la microinyección, entre la microinyección y la 
sincronización se espera de 24 a 48 horas para dar tiempo a la expresión y concentración de proteínas. El 
cultivo microinyectado se somete a un baño termoregulado a 20°C por 2 horas, el péptido inhibidor (CHX) 
se agrega media hora antes de elevar la temperatura, para poder inhibir las vías. Posteriormente, la placa 
es llevada al microscopio, donde será observada por un periodo de tiempo, adquiriendo imágenes en 
intervalos de tiempo definidos para cada experiencia, realizando posteriormente los análisis 

























Control del tráfico de proteínas lisosomales dependiente del R-KDEL. 
 
Para determinar si el R-KDEL tiene un rol en el control del transporte de proteínas 
lisosomales, se realizó un experimento de tráfico de la proteína Lamp1 desde el 
CG a los lisosomas. Para esto, células HeLa fueron transfectadas para expresar 
Lamp1-mCherry (roja) o cotransfectadas con R-KDEL1-GFP (verde) para producir 
una activación por sobreexpresión del receptor (Figura 3).  
Posterior a la transfección, las células fueron mantenidas a 20°C para acumular 
la proteína carga (Lamp1) en el CG y luego aumentar la temperatura a 37°C para 
reanudar su transporte post-CG hacia los lisosomas. Esta estrategia ha sido 
utilizada previamente para controlar y seguir el transporte post-CG de diversas 
proteínas en la ruta exocítica (Pulvirenti et al., 2008). La activación del R-KDEL no 
alteró mayormente el tiempo de salida de Lamp1 desde el CG hacia los lisosomas, 
comparado con el tráfico de Lamp1 en condición control. Siendo el tiempo de 
salida de Lamp1 desde el CG, de aproximadamente 30 minutos. Esto nos permite 
indicar, que un aumento en la actividad del R-KDEL no tiene un efecto evidente 







Figura 3. Activación del R-KDEL, no modifica el tráfico hacia el lisosoma. 
A. Células HeLa fueron cotransfectadas para expresar Lamp1-mcherry (rojo) (fila inferior) y RKDEL - 
GFP (fila inferior, cuadro interno). En estas células se activó el RKDEL por medio de su sobreexpresión, 
Se puede observar que la activación del R-KDEL, no alteró mayormente el tiempo de salida de Lamp1, 
al compararlo con el mismo ensayo sin la activación del RKDEL (fila superior). B. comparación grafica 



























Por el contrario, al inhibir el R-KDEL1 y observar si existe algún cambio en el 
tiempo de transporte de Lamp1 a los lisosomas, en comparación con los 
experimentos anteriores, si encontramos diferencia (Figura 4). Para esto, se utilizó 
una versión mutante del R-KDEL (R-KDEL-D193N) y que previamente se ha 
demostrado que posee un efecto inhibitorio de la función de R-KDEL1, actuando 
como un dominante negativo (Pulvirenti et al., 2008). R-KDEL-D193N fue 
cotransfectado con Lamp1, para observar su transporte desde CG a los 
lisosomas. Encontrando que la inhibición de la actividad del R-KDEL, produjo una 
inhibición del transporte de Lamp1 fuera del CG. Comparado con el control, la 
estadía de Lamp1 en el CG se prolongó en el tiempo, superando el tiempo 
observado en la figura 3, en 2 h aproximadamente. Después de este tiempo las 
células presentaban problemas, lo que afectaba su morfología e impedía una 
correcta visualización. Esto nos llevo a probar, el efecto de las vías río abajo del 
R-KDEL, en particular el rol de las GTPasas Gq y Gs que previamente se han 
descrito como reguladores de la señalización río abajo, mediada por el R-KDEL 
(Cancino et al., 2014; Pulvirenti et al., 2008). 
Rol de las GTPasas Gs y Gq río abajo del R-KDEL en el transporte de 
Lamp1 y Furina.  
 
Para observar el efecto de las vías Gs y Gq sobre el tráfico de proteínas 
lisosomales, se utilizó LAMP-1 y FURINA. Lamp1 tiene una destinación lisosomal 
utilizando una vía mayoritariamente directa al lisoma, sin pasar por la membran 
plasmática (vía indirecta) (Luzio et al., 2007).  
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Mientras que Furina, endoproteasa que proteolíticamente activa un gran número 
de substratos proteicos en los compartimentos de la vía secretora, se localiza 
parcialmente en los lisosomas, como parte de su vía de transporte, que involucra 
elpaso por la superficie celular y posterior llegada al sistema endo-lisosomal, a 
través de la ruta endocítica (Luzio et al., 2007). Lamp1 y Furina fueron 
transfectadas por separado o cotransfectadas con el minigen Gs o el minigen Gq, 
Lo que se observó tanto para furina como lamp-1, es que al inhibir las vías de Gs 
y Gq, se produjo un cambio sobre el tráfico de ambas proteínas. En el caso de 
Lamp1 (Figura 5), su tráfico fue detenido en el CG, impidiendo que las proteínas 
pudieran continuar su tráfico hacia el lisosoma al inhibir Gs. En el caso de Furina 
(Figura 6), la acción del minigen Gs, muestra una diferencia con Lamp-1, no solo 
no pudo retener a Furina en el espacio perinuclear, sino además Furina se movió 
más rápidamente, comparado con el control. Una posible explicación por la 
diferencia del comportamiento, es que Furina es transportada primero desde CG 
a la superficie celular, y que el bloqueo del transporte retrógrado desde CG al 
retículo endoplasmico, haya acelerado su transporte anterógrado. En conjunto, 
estos resultados nos permiten especular que, a diferencia de proteínas 
transportadas hacia la superficie celular, y que dependen de Gq, las proteínas que 






Figura 4. Inhibición del R-KDEL modifica el tráfico hacia el lisosoma. 
A. Células HeLa fueron cotransfecctadas para expresar Lamp1-mcherry (rojo, fila superiror) y el R-KDEL-
D193N-GFP (verde, fila inferior), dominante negativo, posteriormente se realizó el ensayo de tráfico. Se 
puede observar, en esta oportunidad que al inhibir la señalización mediada por el R-KDEL, el transporte 
de Lamp1 se ve modificado, quedando este retenido en la zona perinuclear, en el mismo sector donde se 






Figura 5: Ensayo de tráfico exocítico de Lamp1 y el efecto del bloqueo de las vías Gs y Gq. 
A. Células HeLa fueron transfectadas con Lamp1-GFP o cotransfectadas con los minigenes de Gq o Gs.  
Después de la transfección, las células fueron incubadas a 20°C por 2 horas. Se puede observar que para 
los casos de cotransfección, Lamp1 queda retenido en la zona del CG, evidenciado por la persistencia de 
la marca en una zona concentrada en la región perinuclear, a diferencia de la transfección de solamente 





Para comprobar la participación de la vía Gs en el control del transporte de 
proteínas lisosomales y su tráfico directo al lisosoma, se ocupó una línea celular 
en las cuales la ADCY9 se encuentra silenciada debido a la expresión de un 
shRNA específico (HeLa-shADCY9). ADCY9 es la enzima encargada de la 
producción local en el CG de AMPc, segundo mensajero encargado de la 
activación de PKA, reguladora de la vía retrógrada, y que se encuentra río abajo 
de la activación de Gs (Cancino et al., 2014). Células HeLa-sh ADCY9 fueron 
transfectadas con Lamp1-GFP y se procedió a realizar el experimento de 
transporte desde el CG hacia los lisosomas, descrito anteriormente (Figura 7). Se 
observó que, Lamp1 se quedó retenido en el CG, por 2 h. Este resultado nos dice 
que la vía de Gs conocida, en la cual interactúa ACDY9 está involucrada en el 
transporte de esta proteína a pesar de su rol con la vía retrograda, está igualmente 
genera un control sobre el transporte anterogrado de proteínas con destinación 
directa desde el CG al lisosoma. Ver el transporte de carga desde el CG a los 
lisosomas fue complejo.  
Colocalización de Lamp1 y Furina con lisosomas durante su tráfico 
exocítico. 
 
Para comprobar la existencia de un movimiento de reposicionamiento de 
lisosomas al área cercana al CG, durante el transporte de proteínas lisosomales 
desde el CG, se realizó una marcación de los lisosomas utilizando LysoTracker, 
que es un marcador en fase fluida que se acumula en los lisosomas y que en su 
ambiente ácido fluorece. este fue agregado a cultivos transfectados con Furina-
GFP o Lamp1-GFP, cuando las proteínas se encontraban concentradas en el CG. 
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Figura 6: Ensayo de tráfico exocítico de Lamp1 y el efecto del bloqueo de las vías Gs y Gq. 
A. Células HeLa fueron transfectadas como en el experimento descrito en la figura 3, utilizando a Furina 
como proteína de carga. En este caso, la cotransfección de Furina unido a GFP y el minigen Gs muestra 
que, a pesar de presentar una retención, esta no es persistente, mostrándose un movimiento mayor a los 
30 minutos, y una localización en endosomas y lisosomas más evidentes en tiempos posteriores. B. 





Posteriormente, se procedió a aumentar la temperatura y restablecer el tráfico 
fuera del CG. Se observó que la llegada de carga al CG, induce un movimiento de 
acercamiento de lisosomas a la región cercana al CG. Esta relocalización de los 
lisosomas al área del CG, como es observado con ambas proteínas Lamp1 y 
Furina (Figura 8 y 9 respectivamente), indicaría que en el transporte normal de 
proteínas desde el CG, induce que los lisosomas se aproximen al CG. 
Probablemente debido a la presencia de esta reubicación, se permita un 
transporte más eficiente de elementos al lisosoma. Aun así, la diferencia que se 
observa entre Lamp1 y Furina, indica que a pesar de que en ambos casos ocurre 
el acercamiento de lisosomas, el tráfico intracelular de estas proteínas, se 
encuentra controlado por sistemas que en sí tienen diferencias (Gs o Gq). El 
tráfico de Furina es distinto al de Lamp1 y se encuentran controlados por cascadas 
diferentes. Furina se encuentra altamente controlada durante su ciclo por los 
compartimientos endosomales y el TGN lo que da a entender como fue discutido 
anteriormente, que pueden existir mecanismos adicionales que participen en su 
transporte. Tanto Lamp1 como Furina sufren un arresto, pero este difiere mucho 












Figura 7. La producción local de AMPc en el CG controla la salida de Lamp1 hacia los 
lisosomas. 
A. Células HeLa que tienen una mutación knockout en el gen que codifica a la adenilato ciclasa 9, 
fueron transfecctadas con Lamp1-GFP. Se muestra que el transporte de Lamp1, se ve modificado 
quedando este en la región perinuclear de la célula, por el periodo total de la observación. B. 






















Figura 8. La localización de Lamp1 en el CG induce una re-localización perinuclear de 
lisosomas. 
A. Células HeLa fueron transfectadas 16 horas con un plásmido que codifica la proteína lisosomal 
Lamp1-GFP. Después de la transfección las células fueron incubadas a 20°C por 2 horas y los 
lisosomas fueron marcados con Lysotracker. B. El gráfico muestra la localización de los lisosomas. Se 
observa que cuando Lamp1 se encuentra en CG los lisosomas marcados con Lysotracker se 
encuentran más perinucleares. Dicha localización es revertida con la salida de la proteína carga 


























Figura 9. La localización de Furina en el CG induce una relocalización perinuclear de 
lisosomas. 
Células HeLa fueron transfectadas 16 horas con un plásmido que codifica la proteína lisosomal 
Lamp1-GFP. Después de la transfección las células fueron incubadas a 20°C por 2 horas y los 
lisosomas fueron marcados con la adicion de Lysotracker al medio de cultivo. B. El gráfico muestra 
la localización de los lisosomas. Se observa que cuando Lamp1 se encuentra en el CG, los 
lisosomas marcados con Lysotracker se encuentran más perinucleares. Dicha localización es 



























Relocalización lisosomal durante el transporte de carga en la ruta 
exocítica. 
 
Como resultado de los experimentos realizados, hicimos un hallazgo interesante 
y muy novedoso en el área de transporte intracelular. Los lisosomas que se 
encontraban repartidos en el citoplasma, son reposicionados al sector del CG 
cuando la carga se mueve desde el ER al CG. Sin embargo, los experimentos 
descritos anteriormente, no fueron diseñados para ver reposicionamiento de los 
lisosomas, y dicha respuesta podría deberse a un efecto de la temperatura (20°C), 
utilizada para bloquear el transporte en CG. Es razonable pensar que la 
temperatura podría tener un efecto en el citoesqueleto y/o motores moleculares, 
que podrían afectar la localización de los lisosomas. Por lo tanto, para tener una 
mejor descripción de este fenómeno, decidimos emplear la liberación sincronizada 
de carga desde el retículo endoplásmico, hacia el CG y ver el comportamiento de 
los lisosomas utilizando distintas cargas. Para ello utilizamos la expresión de 
distintas proteínas carga, proteínas lisosomales (Lamp1, Furina) y no lisosomales 
(albumina y procolageno-II) (Figura 10). El movimiento de los lisosomas fue 
evidenciado por la utilización de Lysotracker. Para la sincronización del transporte 
de proteínas carga, células HeLa fueron microinyectadas intranuclearmente, con 
los cDNAs respectivos, así después de la microinyección se puede seguir el 
transporte exocítico de estas proteínas, desde el retículo endoplásmico, su llegada 
y posterior salida de CG sin variar la temperatura de trabajo (37°C). Encontramos 
que cuando la carga estaba localizada en el retículo endoplásmico, los lisosomas 
se encontraban mayoritariamente localizados dispersos en el citoplasma. Esta 
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localización citoplasmática de los lisosomas cambió a una predominantemente 
perinuclear con la llegada de la carga al CG. Posteriormente los lisosomas fueron 
reposicionados más eriféricamente, una vez que la carga dejó el CG (Post-CG). 
Estos resultados nos sugieren que la presencia de carga en el CG, independiente 
de su destino final en la ruta secretoria, gatilla un reposicionamiento transitorio de 
los lisosomas al área del CG. Para obtener mayores detalles del curso temporal 
de ese reposicionamiento realizamos un experimento de células vivas, en donde 
seguimos la salida de la carga desde retículo endoplásmico y su paso a través del 
CG. Para ello, utilizamos la liberación controlada de la hormona de crecimiento 
humana fusionada al reportero GFP y con un sistema de polimerización 
dependiente de su dominio FM (HGH-GFP-FM) expresada en células HeLa 
(HeLa-hGH-GFP-FM) para seguir su trayecto, por medio de microscopía de 
fluorescencia de células vivas (Figura 11). La liberación controlada de esta carga 
mediante un sistema de polimerización/despolimerización controlada ha sido 
previamente descrita, y tiene un efecto en la activación de la señalización mediada 
por el R-KDEL  (Cancino et al., 2014). Células HeLa-hGH-GFP-FM, fueron 
incubadas con Lysotracker y posteriormente incubadas con el inductor de 
depolimerización DD-solubilizer, para liberar la carga desde el retículo 
endoplásmico y mirar simultáneamente la localización de los lisosomas. Estos 
experimentos revelaron, que efectivamente el reposicionamiento de los lisosomas 
es una respuesta gatillada por la llegada de la carga a la región del CG, y que 





Figura 10. El transporte de carga entre el Retículo Endoplásmico y el CG induce un reposicionamiento 
transitorio de lisosomas. 
A. Células HeLa que expresan como carga Lamp1, Albunima o Furina, fueron sometidas a un ensayo de 
transporte desde el CG. Los lisosomas fueron marcados con Lysotracker y las imágenes de fluorescencia 
directa se adquirieron, con un microscopio con filtros de excitación/emisión de alta velocidad. B. El porcentaje 









Figura 11. El transporte de carga desde el 
Retículo Endoplásmico al CG induce 
reposicionamiento lisosomal. 
A. Células HeLa que expresan la hormona del 
crecimiento humano (HeLa-hGH-GFP-FM) como 
carga, fueron sometidas a un ensayo de 
transporte de carga y las imágenes se 
adquirieron por microscopía de células vivas, 
utilizando un microscopio con filtros de 
excitación/emisión de alta velocidad para seguir 
el transporte de carga y posicionamiento 
lisosomal. B. El porcentaje de células que 
muestran localización perinuclear o dispersa se 






El reposicionamiento de los lisosomas durante el tráfico exocítico es 
dependiente del R-KDEL. 
 
Con lo antes visto sobre la acción del R-KDEL sobre tráfico de carga, quisimos 
determinar si el R-KDEL, tenía algún control sobre el reposicionamiento de los 
lisosomas.  Para ver el rol del R-KDEL en la localización intracelular de los 
lisosomas utlizamos 2 aproximaciones experimentales (Figura 12). Primero, el R-
KDEL fue activado por un ligando específico, el péptido permeable KDEL-
BODIPY. En células control, los lisosomas que estaban repartidos en el 
citoplasma, presentaron un movimiento hacia el sector del CG después de la 
activación del R-KDEL. El efecto de la activación fue casi completamente inhibido 
al sobreexpresar la versión mutante y dominante negativo del R-KDEL (KDELR1-
D193N). Segundo, el silenciamiento del R-KDEL bloqueó completamente el 
reposicionamiento de los lisosomas, por activación aguda por la incubación con 
su ligando específico, el péptido KDEL-BODIPY. Estos experimentos en conjunto, 



























Figura 12. El R-KDEL controla el reposicionamiento de lisosomas al área del CG. 
A.B. Células HeLa tipo silvestre, sobreexpresando la versión dominante negativo del R-KDEL o con el R-
KDEL silenciado, fueron sometidas a la activación aguda del R-KDEL utilizando el péptido KDEL-BODIPY. 
Se muestra que el efecto de la activación del R-KDEL en el reposicionamiento de los lisosomas depende 
de su expresión y de su correcta función señalizadora. Células que expresan el dominante negativo o 
donde el R-KDEL fue silenciado, no responden a la activación con el péptido KDEL-BODIPY. C. una 







Podemos notar distintos puntos referentes a las respuestas que obtuvimos, es en 
particular llamativo, que en el caso de Lamp1, su tráfico desde el CG hacia los 
lisosomas se haya bloqueado al inhibir la vía dependiente de Gs. Esta vía ha sido 
demostrada que controla el tráfico desde el CG al retículo endoplásmico, Este 
resultado es interesante, ya que previamente se ha descrito a la vía de Gs, como 
un regulador del tráfico retrogrado desde CG al retículo endoplásmico (Cancino et 
al., 2014). En el caso de Furina, el control disminuye al tratarse de la inhibición de 
Gs. El tráfico de Furina, sufrió una inhibición momentánea, aumentando la 
velocidad del tráfico en comparación a lo que ocurre en el caso de Lamp1, la 
velocidad de transporte en tiempos posteriores aumenta, lo que nos hace pensar 
que la inhibición del transporte retrogrado puede tener un efecto sobre el 
transporte anterogrado, siendo ambos transportes más entrelazados por un 
control no directo, al mantener el receptor en el CG, esto puede afectar el control 
anterogrado. Esto ya ha sido reportado previamente, donde se ha mostrado que 
la inhibición del transporte retrogrado aumenta la actividad del regulador 








En el caso de Lamp1, su tráfico se encuentra aparentemente más regulado, tanto 
por Gs como por Gq ya que la inhibición de ambas vías tienen un fuerte efecto 
sobre el transporte hacia los lisosomas, por lo tanto, su regulación sería más 
compleja. El hecho de que Lamp1 no tenga un sistema de reemplazo para el 
mecanismo de tráfico, dependiente de las vías Gs y Gq, puede significar que para 
esta proteína este paso en el transporte sea importante. El efecto de la inhibición 
de estas vías en otras proteínas de destinación lisosomal, sería importante para 
entender el rol del R-KDEL en el transporte general de proteínas lisosomales.  
Durante el desarrollo de los experimentos nos dimos cuenta de que, aunque el 
transporte entre CG y lisosomas era visible, este no era tan evidente como se 
esperaba debido a la cercanía entre el CG y los lisosomas en el área perinuclear. 
Una posible explicación para esto, es que junto al transporte de proteínas hacia el 
lisosoma, los lisosomas podrían estar acercándose a la región del CG, lo que 
explicaría la ausencia de grandes movimientos de la carga entre el CG a los 
lisosomas. Cuando se encontró que los lisosomas presentaban un cambio en la 
posición intracelular encontramos que esta reacción se encontraba unida a la 
activación de RKDEL, sin embargo, podemos hipotetizar que este control de 
transporte incluye, una señalización interorganelos que involucra al retículo 
endoplásmico, el CG y los lisosomas. Podemos especular, que esta señalización 
interorganelos permitiría no sólo una coordinación del proceso de secreción 
(Cancino et al., 2014), sino que habla además de una posible relación funcional, 





La evidencia que poseíamos inicialmente es que la activación del R-KDEL 
gatillaba una respuesta transcripcional que involucra los lisosomas (Cancino et al., 
2014). Lo que sabemos ahora, es que no sólo existe un control transcripcional de 
genes lisosomales en períodos largos de activación de R-KDEL (6 -12 h), sino que 
existe un control de tráfico de proteínas lisosomales en tiempos cortos (1 h). Tras 
analizar los resultados de nuestros experimentos, se puede concluir que existe un 
control del tráfico de proteínas con destinación lisosomal por parte del R-KDEL. 
Lamp1 sufre un arresto total al inhibir la acción tanto del R-KDEL como de las 
GTPasas río abajo, Gs y Gq. 
Mientras se realizaban los experimentos de transporte desde el CG a los 
lisosomas, notamos que era muy complicado poder observar en claro cambio de 
localización de la proteína lisosomal desde el CG a los lisosomas ya que los 
lisosomas tendían a estar en la región perinuclear. Esto dificultó enormemente la 
identificación de la señal de fluorescencia si correspondía a CG o lisosomas en el 
área perinuclear. Utilizamos este aparente problema, y lo analizamos de manera 
más detallada. Lo que determinamos que ocurría, era que efectivamente los 
lisosomas tendían a trasladarse al espacio perinuclear. Este acercamiento de los 
lisosomas al área del CG tiene una conexión directa con el R-KDEL, siendo 






El lisosoma descrito inicialmente, como un sistema catabólico y de eliminación de 
desechos (Luzio et al., 2007), es actualmente considerado como un sistema 
indispensable en la homeostasis celular, considerado el sistema sensor de 
nutrientes (Appelqvist et al., 2013). Es interesante que el sistema sensor de 
aminoácidos pudiera de alguna forma estar en coordinación con la ruta 
biosintética de proteínas. No es descabellado pensar, que el sistema secretorio y 
el sistema sensor de nutrientes “conversan” por señalización y dan cuenta del 
estado funcional de manera recíproca, de cada uno de ellos, de esta manera 
regulándose mutuamente. Más experimentos serán necesarios para poner a 














De los resultados obtenidos, podemos mencionar que sería interesante estudiar 
la posible relación funcional, entre el sistema de transporte intracelular (sistema 
secretorio), con otros módulos funcionales de la célula. En particular el sistema 
sensor de nutrientes (lisosomas) y el sistema productor de energía (mitocondrias). 
A través de la señalización mediada por el R-KDEL, podría existir una 
coordinación de distintas funciones, que tienen que actuar de manera coordinada 
y que permitirían una correcta función y optimización de procesos celulares. Esta 
coordinación, permitiría entregar una respuesta robusta ante cambios en los 
niveles de secreción. Estos niveles, se ven fisiológicamente modulados, por 
ejemplo: en células exocrinas y endocrinas, como además en el sistema inmune. 
Además de verse afectado, durante infecciones tanto bacterianas como virales 
(Yamamoto et al., 2003). Por lo tanto, el entendimiento de cómo funcionan en su 
conjunto serviría para entender la fisiología celular, tanto en salud como en 
patología. En particular el R-KDEL ha sido involucrado en la eliminación de 
agregados proteicos tóxicos para la célula y que están en relación con 
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Huntington y Esclerosis 
Lateral Amiotrófica (Wang et al., 2011). Entendiendo como funciona el sistema e 
identificando las moléculas regulatorias, se abriría una posibilidad de poder 
intervenir de manera farmacológica y poder modular estos procesos de manera 
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